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Wpływ nopromieniowonio bokterii no ich włościwości
proleolilyczne

z Kated,ry Higieny Ploduktów Zwierzęcych Wj,dziaiu Weterynaryjnego sGGw-AR W Warszawie

Właściwości proteolityczne bakterii stanowią
istotne i jednocześnie niełatwe do rozwiązania
zagadnienie w dziedzinach higieny i technologii
żywności. Obok przestrzegania pod,stawowych
z,asad higieny przetwórstwa spożvwczego oTaz
równocześnie ze stosowaniem zabiegów utrwala-
jących suro-wce i produkty spożywcze, na u\Magę
i rozpoznanie zasługują wszelkie cz5mniki, które
mogłyby osłabić zdo]ności wytwarzania enzy-
mów pro,teolitycznych przez b,akterie. a więc -ograniczyć ich właściwości proteolityczne.

Jecn;lm z takich czynników moze być podda-
nie bakterii działaniu promieniowania jonizuią-
cego,,w stosunkowo małych dawkach, nie powo-
dujących obumarcia populacji bakteryjnej. W
dostępnym piśmi,ennictwie nie spotkano żadnych
informacii z tego zakresu. Opisywana praca jest
koiejnym zadaniem badawczym wykonywan;rm
przez Katedrę Higieny Produktów ZWierzęcych
Wydziału Weterynaryjnego SGGW-AR w War-
szawie, w ramach rządowego programu badaw-
czo-tozwojowego PR-4, dotyczącym rozwiązy-
wanego tematu; Wpływ napromieniowania na
podstawowe cechy drobnoustrojów istotne dla
higieny i technologii żywności.

Celem pracy było:
1. Określenie wpływu napromieniowania bak-

terii nieprzetrwalnikuiących na właściwości pro-
teolityczne generacii powstałych z komórek, któ-
re przetrwały działanie promieniowania.

2. Określenie wpływu napromieniowania
przetrwalników bakteryjnych na właściwości
proteolityczne generacji powstałych z nie znisz-
czonych przetrwalników.

3. Określenie wpływu obecności białka w śro-
dowisku napromieniowania bakterii i przetrwaI-
ników na omawiane właściwości proteolityczne
powsiałych generacji.

Materiał i metody
Badarrriom poddano następujące szczepy bakterii po-

chodzące z kolekcji PZH,, Protews uulgarżs Nr 53B,
Pseudomonas aerugi,nosa Nr 74, Pseud.omonas aerugż-
noso Nr 159, Pseudomonas fluorescens Nr t07, Bacit-
lus subti,Ii.s Nr 729 (przetrwalniki).

Do badań użylvano bulionowych Z4-godzinnych l-to-
dowli szczepów Pr, uulgaris i Ps. aerugźnosa oraz
120-godzinny,ch hodorvli Ps. lluorescens, przygotowa-
nych lvg Burzyńskiej (1, 2). Przetrwa]niki Bac. subti-
lis otrzymałro zgodnie z metodą podaną przez Kra-
trrcrll i lv.sp. (,1) z ?-tltlirllvej hodrlr,v]i lrŁr il8żrI zc odżyr,v-
czynl. Zawiesitrę uzyskalrl1 po sl łul<aniu hodorvli zbu-

540

forowanym roztworem fizjologicznyrn (PBS) pastery-
zowano ,tv temp 90oC przez 15 minut, a następnie
3-krotnie rł,irotvano. Otrzymany osad zaw.eszano w
PBS i ponorł,rrie pasteryzorlrano w temp, 90oC przez
l5 minut. zawie;inę przetrwalników schładzano i
przechowyr,va,no w temp. 4oC.

We wstępnej fazie badań określano radiowrażliwość
badanych szczepórv bakteryjnych w śr,odowisku bez-
białkowym (PBS) oraz białkorvym (bulion o zawar-
tości ok. 1% białka), w celu ustalenia odpowiednich
dawek promieniowania X dla właśclrvych doświad-
czeń. Wielkości dawek dobierano w taki sposób, aby
napromieniorvanie każdego szczepu tymi dawkami po-
wodowało w różnym stopniu (0/o) obumieranie bakterii,
leez aby nie porvodorłrało zniszczerria całej popula-
cj i.

B,akterie na ano prorrrieniami X przy
następujących pracy aparatu: napięcie
lampy: - 200 - 20 mA, moc dawki -0.11 Gy/sek. (1 Gy : 100 radów).

Ustalone i przyjęte rł,e wstępnych doślviadczeniach
r,vielkości darvek napromieniowania szczepów wyno-
siły:

- Pr, uulgarźs: 1, 10, 50 i 100 Gy,

- Ps. aerugźnosa: 7. 10, 50 i 100 Gy,

- Ps. fluorescens; 1, 10 i 50 Gy,_ Bac. subtźLis (przetrwalniki): 50 100, 500 i 1000
Gy.

Wszystkie szczepy poddano napromieniolvatriu w
probórvkach o pojemności 1 cm3, w PBS (zbuforowa-
ny roztwór fizjologiczny) oraz rv bulionie o zawartoś-
ci ol<. 151ó białka.

Po napro,mieniorvaniu zawiesiny badanych bakterii
i przetrwaIników rozcieńczano (rv stosunku do zna-
nego stężenia rvyjścjorveso) rv takim stopnLitr, aby przy
po<ieix,ach na podłoża stałe otr,zymać rvzrost pojedyń-
czych koloni,i, rv liczbie około 20 kolo,nii na płytce.
Wysiewano po 0,1 cm8 rozeieńczołlej zar,viesiny na po-
rł,ierzchnie 1 płvtki. stosujac dla badanych szczepów
następujaee oodłoża: Ps. aeruQźnoso i Ps. Jluorescens

- podłoźe Fraziera, Pr. uul,oaris i Bac. subtżlis -podłoże tr'raziera - Rupoa, Posiewy inkubowano rv
temp. 3?oC przez 48 h (Pr. ruloarźs, Ps, aeruaźnosą, t
Bac. subtil.i.s) lub lv temp, 20oC przez 48 5 iPs. flu-
orescens). Właściwości nroteol,ityczne bakterii kontrol-
nych oraz napro,mie,niowanych okreś]a,no na podsta-
rvie szerokości strefy przejaśnienia wokół rvynosłych
kolo,nii, mierzonei z dokładnością 0,5 mm. Dla dokład-
niejszeEo zaznaczenia stref przejaśnienia podłoży sto-
sowano rozŁrvór rłzodny Hgc1: zmieszany ze stężonym
Hcl.

Wyniki i omówienie
Badania z każdym szczepem bakterii wykona-

no w 4 seriach (powtórzeniach). Z otrzymanych
wynikórłz obliczono średni,e arytmetyczne d]ą
kazdej serii odCzi,elnie i dla wszystkich serii
(powtórzeń) łącznie oraz odpowiadające im od-
chylcnia standardowe, Opracowane wyniki po-
dano lv tab. 2 i 3, rł, wartościach bezwzględnych
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(mm) wraz z odchyleniami standardowymi olaz
w wartościach względnych (0ń) w stosunku do
kontroli, tj. ,do zawiesin nie napromieniowanych.

Radiowrażliwość bakterii przy stosowanych
dawkach promi,eniowania przedstawiono dodat-
kowo w tab. 1.

słabsze właściwości proteolityczne od analogicz-
nych kolonii z zawiesin kontrolnych. W miarę
zwiększania dawki napromieniowania średnie
strefy proteolizy ulc,gały systematycznie zmniei-
szeniu. Ziawisko to dotyczy zarówno bakterii
napromieniowanych w środowisku bezbiałko-

Tab. 1, przeżywalność bakterii przy napromieniowaniu stosowanymi dawkami pr,omieni X (0ń)

Bakterie napromtieniowane dawkami

Batkterie

Baterie
nie napr,
(kontrola) 10 Gy 50 Gy 100 Gy

PBS PBS PBS PBS

Proteus tulgaris Nr 538 x)

P seudomonas cLeruginosa
F seudonlonas aerugźnosa
P s eudomortas lluore scens

Nr 74
Nr 159
Nr i07

100
100
100
r00

100
100
100
l00

B 1,9
? 8,3
84,9
? 1,8

84,3
B6,0
99,0
65,0

64,8
51,2
37,B
4,I,0

44,6
35,3

7,4
2,7

2,1 ?,8xxxxxx
44,7
5 5,1
45,9
50,0

15,?
30,0

1,6
2,8

Blcillus subtżlis Nr 729 *)

(p r zetrwaIni,ki) 88,0 99,5

50 Gy 100 Gy 1000 Gy
?5.0 8,1,4 22,5 l4,6

objaśnienie: *; Wg wyników Z wcześniejszych badań (5, 6).

Wyniki zestawione w tab, 1 wskazują, ze
wszystkie badane b akterie nieprzetrwalnikuj ące
charakteryzują się duzą radiowrażIiwością na
promieniowanie X. Z porównania wyników
uzysk,anych przy dawce 50 Gy, widać wyraźnie,
że najwrększą radiowrazliwością cechują się
szczepy Ps. aeruginosa Nr 159 i Ps. Jluorescens
Nr 107. Radiowrazliwość szczepów Ps. aerugt-
noso Nr 74 i Pr. uulgarżs Nr 538 jest mniejsza,
co zo;bserwo,wano już we wcześniejszych bada-
niach. Obserwacje te są na ogół zgodne z dany-
mi z piśmiennictwa (3), z których wl,nika, że ro-
,dzaj Pseudonxorlas należy do bakterii o najwięk-
szej radiowrazliwości. Na uwagę za,sługuje fakt,
że już po najrnniejszej ,5|659y7a,!ej dawce (1 Gy)
obserwuje się wyraźne zmniejszenie Iiczby roz-
wijających się bakterii. Zjawisko to olbserwowa-
no również w poprzednich badaniach własnych
(5, 7).

Wlmiki prze,dstawione w tab. 2 i 3 wskazują,
że ptzy wszystkich badanych sz,czepach, bakte-
rie z zawLesin napromieniowanych wykazywały

wym (PBS) jak i w bulionie. Mimo stosunkowo
dużych wartości odchyleń standardowych, ze
\Mzględu na systematyczne występowanie tego
zjawiska, mo|zna j,e uznać za udowodnioną pra-
widłowość. Na podkreśIenie zasługuje f,akt, ze
omawiane obnizenie właściwości proteolitycz-

właś,ciwoś,ci proteolitycznyclt szczepow napro-
mieniowan w PBS ja ie,
wynosiło ś 50ło. Cho w
wi.elkości zmiart, o ch
między poszczególnymi szczepami były stosun-
kowo niewieLkie, to iednak wydaje się, że naj-
bardziej wrażliwy w tym zakresie był szczep
Pr. uulgari,s Nr 53B.

o,dmienne wyniki uzyskano przy analogicz-
nych badaniach przetrwalników Boc. subtżlis.
Wartości przedstawione w tab. 2 i 3 wskazują,

Tab. 2. Właściwości prorteolityczne bakterii napromieniowanych w PBS

Bakterie Bakterie nie
napromlenlo-

wane

Wielkość strefy iproteołirzy, w ,rnm i 0/o

Bakterie romieniowane dav/kami
1Gy 10Gy I socv 100 Gy

Proteus uulgaris Nr 53B

Pseudomonas aeruginosa Nr 74

Pseudomonas aerugi.nosa Nr 159

Pseudomonas Jluorescens Nr 107

Bacillus subti,lis Nr 729
(przetrwalniki)

3,26 + 0,?1
(loo%)

1,82 + 2,02
(l00%)

6,18 + 1,B5
(L0o%)

3,40+1,35
(l00%)

2,60 + 0,70
(,l9,B7")

6,95 + 1,58
(BB,9%)

5,B1 + 1,67
(94,0%)

2,61 + 0,70
(76,8%)

2,25 + o,75
(as,o71

6,64 + 1,13
(84,9%)

5,,lI + 2,43
(92,4%)

2,B0 + 0,57
(82,4%|

2,02 + 0,85
Gz,o%;)

5,16 t 2,0
(66,0%)

4,60 + 2,99
(88,B%)

2,70 + 1,03
Q9,4%l

500 Gy

1,65 + 0;68
(50,6%)

4,10 + 1,10
(52,4%)

3,50 + 2,?0
(56,6%)

x

1000 Gy

3,22 + 0,93
(85,6%)

3,59 + 0,97
(95,5%)

| | 50Gy ] rooc" 
I

| 3,?6 + 0,93 | ,"u t n* , ąn, l o'Bn 
l

| (100%) l tt0O,s%l Go,1%) 
|

54L
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że strefy proteolizy powstające wokół kolonii
wyrosłych z napromieniowanych przetrwalników
są zbliżone do stref wywoływanych przez bak-
terie kontrolne. Wpraw,dzie wyniki średnie
wskazują na pewne zmniejszenie się stref wokół
kolonii wyhodowanych z przetrwalników napro-
mieniowanych, z nieznaczną zależnością od
dawki napromienio,wania, to jednak wydaje się,
że obserwowane różnice są zbyt małe, aby mo-
gły stanowić podstawę do wyciągania wnioskriw.

Jl,uorescens - małymi dawkami promi,eniowa-
nia X powo,duje obniżenie właściwości proteo-
litycznych generacii powstałych w koloniach.
Napromieniowanie przetrwalników Boc. subtilis
stosunkowo małymi dawkami promieniowania
X nie spowodowało obniżenia właściwości pro-
t,eoIitycznych form wegetatywnych otrzyma-
nych z tych przetrwalników. Go,dne uwagi wy-
daie się zaobserwowane zjawisko, że przy tych
samych dawkach promieniowania, stopień obu-

Tab. 3. Właściwości proteolityczne bakterii napro,mieniowanych w bulionie

Wielkość stlefy prtl,l,etllizy, w nrtn ri 0/u

Bliktct,ie nitpronricnitlwitnc d:rrv,kltnli
Buktet,ie

PToteus lsulgaris Nr 538

P seudolnonas oerugźtroso Nr

Pseudomonas oerugżnoso Nr

P seudomonas Jluorescens Nr

I3tlcilltts subti,Iis Nr 729
(przetrwa),niki)

74

159

107

Baterie
nienapromie-

niowane rGy

2,68 + 0,B2
(77,9%l

7,L2+I,63
(92,5y4)

5,32+.2,56
Q9,4%)

2,76+1,34
(B5,2%)

50 Gy

l0 Gy

4,30+ 1,11
(95,I%)

3,44 + 0,89
(100%)

7,?0 + 1,66
(LoI%)

6,?0 + 2,37
(Ljo%)

3,24+1,72
00o%\

4,52 + 1,59
(100%)

2,38 + 1,38
(69,2%)

6,3l t2,16
(B1,9%)

4,60+2,,l3
(68,7%)

2,61 + l,16
(80,5%)

l,B8+0,92
(54,7%')

5,58+ l,?5
(72,57.)

5,0 + 1,46
(74,6%)

2,,l3+1,32
(B4,3%)

1,40+0,60
(4o,7%)

5,10 + 2,46
G6,2%)

4,0+ 1,54
(ss,l71

x

50 Gy 100 Gy

1000 Gy

4,L4+ 1,31
(9I,6%)

4,04t 1,13
Gs,4%)

100 Gy

Porównując wyniki zestawione w tab. 7, 2, 3
obserwowano, że napromi,eniowanie bakterii i
przetrwalników, ptz_y_ tych samych dawka,ch
promieniowania X, powoduje w większym stop-
niu (0/o) obumieranie (lub przynajmniej brak
wzrostu) populacji niż utratę właściwości pro-
teoiitycznych generacji powstałych w rozwija-
jących się koloniach. Wskazuje to, że napTomie-
niowane bakterie łatwiei obumierają lub przy-
najmniej przestają się rozwijać niż zatracają
charakterystyczną cechę tworzenia enzymów
proteolitycznych.

Porównanie wyników zestawionych w tab. 2
i 3 wskaz,uje, że strefy proteolizy powodowane
przez kolonie wyrosłe z bakterii lub przetrwal-
ników poddanych napromieniowaniu w PBS i
bulionie są podobne. Można więc stwierdzić, ż,e

obecność białka lub jego brak w śro,do,wisku na-
promieniowania zawiesin nie wywiera Znaczące-
go wpływu na właściwości proteolityczne na-
mnożonych bakterii.

Jak w_skazano-we wstępi,e, w dostępnym piś-
miennictwie nie spotkano, żaCnych danych do-
tyczących zagaCnień będących przedmiotem i
celem niniejszej pracy.

Wnioski
1. Uzyskane wyniki są ,dalszym potwierdze-

nien faktu dużej radiowrażIiwości bakterii ro-
dzaiu Pseudomonas.

2, Napromieniowanie bakterii nieprzetrwalni-
kuiącvch - Pr. uulgaris, Ps. aeruginosa i Ps,

mi,erania populacji bakterii jest wyzszy njż sto-
pień obnizenia się iclr rvłaściwtlści protr:oliLycz-
nych.

3. Obecność białka w środowisku napromie-
niowania bakterii i przetrwalników nie oddzia-
ływuje w istotny sposób na właściwości proteo-
lityczne generacji powstałych w koloniach.

4. Wyniki niniejszej pracy sug,erują potrzebę
dalszy,ch badań zmierza)ących do:

- poznania możliwości utrzymywania się cechy
obniżonych właściwości proteolitycznych na-
promi,eniowanych bakterii w dalszych gene-
racjach (dziedziczenia cechy),

- określenia,ewentualnego znaczeniir o.małvia-
nego zjawiska dla po,dnoszenia trrvałości olaz
dla higieny surowców i produktów białko-
wych, zwłaszcza pochodzenia zwiclzęcego.
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I[Iynr,q M., Cre$arłaxona A., Crartr-łar< B., flerrqo-
lIex ,fl. - Bnlłgrrue o6ly.lę11"o 6axr:eprłfi Ha l,rx ilpo-,l.eoJIIł,rrrqecxuc cnożctna,

l,{cc;re4,oea nrł aKTZBItLIe npoTeoil]4Trl tłecK]4e rrITaMMLI,
fluorescens,
cnop o6ny-
.rrY-łarrrr. X.
100 Gy, a B

cJlytrae cnop Bac. subtilLis 50-1000 Gy. B pesynarare
IIpoBeAeHHBIx I4ccJIeAoBaHr(ż oruerrłnz, .rro: 1) o6ny-qenze Pr. vulgaris, Ps. aerugin,osa, Ps. fluo,rescens
Bt,I3bIBaeT He3,HaiI]4TeJIF,Hoe IIoHrIx(eHI4e IIpoTeoJIilTT4-
TIecK]4x c,eożcre reHepaqrrż, rBo3ll7tKlur,tx r,łs o6nyveH-
nsrx 6axtepn-ft, 2) o6.rryverrule cnop Bac. subtilis rre
oKa3bIBaeT cyrqecTlBel]Holo BJIrLEIHnfl Ha npoTeoJI]4TI4--IecKylo aI{TIlBHocTb 6axreprż, Bllpocu]4x uz o6łty-
!1eIIHbIx cnop, 3) cTene,Hb oMepTBenl{fi nonynaquń
6axrepzż npl,f Tex )Ke caMEIx Ao3ax o6JIy.{eHMfl BbI[Ie
cTe,neHr( [oHrl)KeHu.E r{x IlpoTeoJI]4TrrqecKrx cnożcre,
4) rra.rrrł.rrłe 6enra g cpe4e o6.1ryvetrlra 6ar<repuit ge
lMeeT cyqecTBeHHoto BłIuflIJurI Ha npoTeoJllTrlqecKle
cRońcrsa Ro3HJ4KuT4x rerrepaqrłń.

9l" M:, Stefaniakowa A., Stańczak B., Pęconek J.Thc influence of radiation on bactcrial cells andthcir proteolytic properties.

- The suspensions of bacterial cells and their spo-
res were expo,sed to radiation with X rays in the
environment with and without protein. The doses
of radiation ranged from 1 to 100 Gy andl in case
of spores of B. subtilis from 50 to 1000 Gy. It was
found that radiation of Proteus vulgaris, Pseudomo-
nas fluorescens and Ps. aeruginosa caused an incon-
siderable decrease of proteolytic properties of the
generation originated from radiated bacteria. Radia-
tion of B. subtilis spores did not influence the pro-
teolytic activity of bacterial cells derived frorn the
exposed spores. The degree of wasting away of bac-
teria exp65ęfl 19 the same radiation was higher
than the rate of proteolytic properties decrease. The
presence of protein in the surroundings had no
influerrce orr proteolytic char:rcteristics ol new gene-
rations.

MARCIN SZULC, ANNA PLISZKA, JANINA PĘCONEK

Wpływ nopromieniowonio gronkowców prom|eniomi X
no Wytworzonie enleroloksyny i ciepłoopornei dezoksyrybonukleozy

z KaŁedry Higieny Produktów Zwierzęcych Wydzialu Weterynaryjnego sGGw-AR w Warszawie

Z przeptowadzony,ch dotychczas badań wyni- 
]

ka, że enterotoksyna gronkowcowa jest bardzo
oporna na działanie promieni jonizujących. W
doświadcz,eniach Reada i Bradshalva (10) dla
zmniejszenia ilości aktywnej enterotok,syny B,
Iozpuszczonej w buforze Weronalowym, Z 3I
u.g/ml do ponizej 7 ,g"glml trzeba było dawki 5
Vlradów. Aby uzyskać taki sam stopień unie-
czynnienia ,enterotoksyny zawartej w mleku
dawka promieniowania musiała być zwiększona
do 20 Mradów.

W piśmiennictwie brak jest natomiast danych,,
które dotyczyły,by wpływu napromieniowania
na późniejsze wytwarzanie enterotoksyny przez
gronkowc€, któr,e przeżyły zastosowane dawki
promi€niowania. Omawiane badania miały więc
charakter pi,erwszych badań orientacyjnych.
Uwzględniono w nich wpływ napromieniowania
na wytwal]zarrię przez gronkowce ci,epłoopornej
dezoksyry'bonukleazy. Enzym ten w zasadzie
(istnieją bowiem nieliczne wyjątki) jest pro,du-
kowany tylko przez gronkowce koagulazododat-
nie (Staphylococcus aureus), a warunki jego
wytwarzania i trwąłości są, zgodnie z ba,daniami
wielu autorów (3,7, B,9, 13), bar,dzo zbliżone do-warunków wytwarzania i trwałości enterotoksy-
ny gronkowcowej. Z tycll względów w ostatni,ch
latach proponuje się, zwłaszcza w rutynolvych
badaniach zywności, zastępowanie oznaczeń en-
terotoksyny pTzez oznaczanie ciepłoopornej de-
zoksyrybonukleazy (I2). Oznaczanie bowiem te-
go enzymu je,st znacznie prostsze i nie wymaga
kosztownego zestaw)u surowic i standardowych
enterotokSyn.

W przedstawionej pra,cy uzupełnienie ozna-
czeń enterotoksyny przez ozna.czenia cieploopor-
n,ej dezoksyrybonukleazy wydawało się intere-
sujące, choćby dla stwierdzenia czy nie zachodzą
jakieś istotne rożnice w efekcie napromieniowa-
nia na wytwarzanie enterotoksyny i DN-azy.
Ponadto enzym ten można było oznaczać w
próbkach napromieniowany,ch już po stosunko-
wo krótkim okresie inkubacji, gdy oznaczanie
uchwytnych ilości enterotoksyny wymagało
dłuższego namnazania. Toteż na przykładzie
DN-azy łatwiej można było uchwycić przejścio-
we zmiany metalbolizmu powstające w wyniku
napromieniowania.

Materiał i metody
Badania przeprowadzolno z dwoma szczepami gron-

kowców Staphulococcl,Ls alj,Teus nr 262, wytwarzają-
cym enterotoksynę B i Staphalococcus aureus nr l00,
wytwarzającym enteroto,ksynę A. Te standardorve
szczepy oraz enterotoksyrry A i B oraz homologiczne
surowice antye,nte,rotoksyczne otrzyrnano dzięki uprze j -
mości Dr M. S. Bergdolla (Food Research Institute,
Univ, of Wisconsin, Madisour, USA).

Napromieniowanie przeprowadzorro rv 2 środowis-
kach, a rnianowioie:

- w śro,dowisku o małej (ok. 0,20ń\ zawartości biał-
ka, rozcieńczając 1B-godzinne hodowle gronkowców
fizjologicznym roztworem soli (PBS) w stosunku 1:4
(hodowle bulionowe),

- w środowisku białkowym, rozcieńczając hodowle
bulionem, również w stosunku 1:4 (zawartość b.iałka
ok. 196).

Do napromieniołv.ania próbek używano aparat rent-
genowski o następujących parametrach p,racy: napię-
cie lamp 

- 
200 kV, natężenie _ 20 mA, filtracja

promieni.- 1mm Al, moc dawki - 11 radów/s'tj.
0,11 Gy/s. Sto,sowan]o dawki: 1, 10, 50, 200 i 400
Gy.
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